
















be  efficiently  reared  on wheat  byproducts  in  place  of  cornmeal  and  that  using  diets  richer  in 
carbohydrates  or proteins  can  negatively  affect  protein  accumulation,  larval  development,  and 
survivorship. Accumulation of unsaturated fats in black soldier fly prepupae is a matter of great 
interest,  and  it was  found  to be directly dependent  on  the  amount  of  these  fats  in  the  rearing 
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1. Introduction 
The  increased  demand  for  products  of  animal  origin  requires  an  increase  in  feeding  raw 





acids,  lipids  containing  fatty  acids  with  anti‐microbial  properties  (such  as  lauric  acid),  and 


























production  chain, provided  that  the diet does not  include other potentially GM  feedstocks  (e.g., 
soybean,  cotton  seeds,  canola,  and  their  derivatives).  If  other  rules  for  organic  production  are 
respected,  the obtained BSFLs  can be used  in animal  feed  (e.g.,  in poultry  feed) managed under 
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All  the  BSF  rearing  and  analytical  procedures  described  hereafter were  carried  out  at  the 
Minilivestock Facility of the Experimental Farm “N. Lupori” (Viterbo, Italy) and in the Animal and 
Production  Science  laboratories  of  the  University  of  Tuscia  ‐  DAFNE  (Viterbo,  Italy)  and  the 





































Animals 2019, 9, 178  4  of  20 
sieve below (18 mesh). To make the process faster, the upper sieve was exposed to the direct light of 
a cool‐white low‐energy lamp (10 W). The BSFLs were frequently sprayed with tap water to prevent 
drying. Only  the BSFLs  retained  by  the  1 mm  sieve were  used  in  the  growing  trials. Triplicate 
seedings of ninety BSFLs were performed  in 9.5 × 6.4 × 3.8 cm plastic  larvaria at a density of 1.5 




weighing  operations,  the  right  amount  of diet  and water  for  the  first  3‐day  feeding period was 

















Feedstuffs  C  TMD1  TMD2  TMD3 
Ground corn  50  ‐  ‐  ‐ 
Ground barley  ‐  68  16  15 
Wheat middlings  ‐  ‐  50  55 
Wheat bran  20  20  ‐  ‐ 
Dehydrated alfalfa  30  12  10  30 
Wheat straw  ‐  ‐  24  ‐ 
TMD1:  high‐nonfiber  carbohydrate  content  total mixed diet; TMD2:  high‐fiber  content  total 
mixed diet; TMD3: high‐protein content total mixed diet In the same way, the TMD3 was formulated 
to obtain a 30% higher CP content  than  that of  the control diet. Larval  feeding was performed  to 
provide 12.2 mg/larvae/day of one of the three experimental TMDs or the control diet. Before mixing, 
all the ingredients were ground to pass a 1‐mm screen by a hammer mill (Retsch GmbH, Germany). 
Just  before  feeding,  deionized water was  added  to  the mixed  ingredients  at  variable  rates  (in 
milliliters per gram of diet as fed) according to the water‐holding capacity of the diets: 1.70, 1.63, 1.82, 
and  1.73  for  C,  TMD1,  TMD2,  and  TMD3,  respectively. All  the  experimental  larvaria were  fed 
concurrently at 2‐ or 3‐day intervals according to the same schedule that was adopted for all trials. A 
single  stock maintained  in  freezing  conditions  (−18  °C) was  prepared  for  each  diet  to  be  used 





weighed  and  immediately  frozen  at  −18  °C. After  at  least  24  h,  the  larvaria were  left  at  room 












[18]:  (i)  the prepupa empties  its digestive  tract,  thereby  reducing  the  risk of  carrying pathogenic 







and  for  the  three  experimental  diets. All  the  analytical  determinations  were  performed  twice. 
Gravimetric measurements were carried out by using a PE160 analytical scale (Mettler Toledo S.p.A., 
Novate Milanese,  Italy).  The  dry matter  content  (DM)  of  the  diet  samples was  determined  by 
gravimetry (AOAC method n. 934.01) [33]. Gravimetric determination of the ash content (ASH) was 
obtained  after  sample  incineration  by  the muffle  furnace  (AOAC method  n.  942.05)  [33]. Crude 
protein (CP) was assessed through the Kjeldahl method (AOAC method n. 978.04) [33], and the ether 
extract  (EE) was  determined  by  Soxhlet  extraction  (AOAC method  n.  920.39)  [33].  Two  fibrous 
fractions, the neutral detergent fiber (NDF) and the acid detergent fiber (ADF), were also analyzed. 
The neutral detergent fiber was determined by boiling a 0.5 g sample for 1 h in 100 mL of neutral 
detergent  plus  0.05 mL  of  heat‐stable  α‐amylase  (ANKOM  Technology, NY, USA)  and  0.5  g  of 
analytical grade sodium sulfite (Sigma‐Aldrich, Darmstadt, Germany) [34]. The acid detergent fiber 
was determined as described by Goering and Van Soest [35]. All compositional data were measured 








was  analyzed  according  to  Liu  et  al.  [36], with minor modifications.  Briefly,  an  aliquot  of  the 
prepupae meal (90–100 mg) was sealed in an ANKOM filter bag (ANKOM Technology, Macedon, 
NY,  USA)  that  was  shaped  to  fit  a  15  mL  screw  cap  centrifuge  tube  and  was  submitted  to 
demineralization for 30 min in 5 mL of HCl 1 M at 100 °C. The five washing steps in ASTM Type I 




𝐶𝑇 ൌ 1000 ൈ 𝐹𝑤 െ ሺ𝐵𝑤 ൈ 𝐶ሻ𝑆𝑤     (1) 










extracted  and  directly  trans‐esterified  as  described  by  Sukhija  and  Palmquist  [38].  Solid‐phase 
extraction  (SPE) with LiChrolut Si cartridges  (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) was used as a 
cleanup method to remove interfering compounds. Fatty acid methyl esters (FAMEs) were separated 
and quantified using  the  same  analytical  instruments  and  temperature program  as described by 
Renna et al. [39]. Peaks were identified by injecting pure FAME standards (Sigma–Aldrich, Milano, 








The  feed  conversion  ratios  (FCRs) based on  the wet weight  (FCRW) and dry matter  (FCRD) were 
calculated as follows: 
𝐹𝐶𝑅ௐ ൌ 𝑇𝐷ௐௐ/𝑇𝑊𝐺  (2) 
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For  all  the  above parameters,  four  replicates per  treatment within  a  trial were  considered  in  the 
statistical analysis. For  the BSFP meal, from  the proximate composition  (see Section 2.5.2),  the CP 
content of the defatted dry matter (CPDEFATTED) (g/kg DM) was calculated as follows: 
𝐶𝑃ୈ୉୊୅୘୘୉ୈ ൌ 𝐶𝑃 ൈ 1000ሺ1000 െ  𝐸𝐸ሻ.     (4) 
 
The nonfiber carbohydrates content (NFC) (g/kg DM) was estimated as follows [40]: 









total  saturated,  unsaturated,  monounsaturated,  monounsaturated  trans,  polyunsaturated,  and 
branched FAs (ΣSFA, ΣUFA, ΣMUFA, ΣMUFA trans, ΣPUFA, and Σiso + anteiso FA) were obtained 
by summing up all the relative FA detected, identified, and thus quantified. In addition, the ratios 
ΣUFA/ΣSFA,  ΣMUFA/ΣSFA,  ΣPUFA/ΣSFA,  and  ΣPUFA/ΣMUFA  were  also  calculated  for  the 
unprocessed point data. For each FA or FA group, an apparent bioconcentration factor (aBCF) was 
calculated as follows: 




















and a higher  (+31.5%)  fibrous  carbohydrate  content  (NDF),  respectively,  compared  to  that of  the 
control. Similarly, the content of lingo‐cellulosic fiber fraction (ADF) was higher in TMD2 and lower 





Prximate composition  C  TMD1  TMD2  TMD3 
DM (g/Kg WW)  875  871  895  882 
Ash  33  24  41  41 
CP  106  111  112  138 
EE  42  40  44  40 
NDF  222  136  292  220 
ADF  105  96  196  116 
NFC  597  689  511  561 
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Table 3. Fatty acid (FA) profile (g/100 g of TDFA) of the control (C) and experimental (TMD1–
TMD3) diets. 
Fatty acids  C  TMD1  TMD2  TMD3 
C12:0  0.64  0.37  0.22  0.17 
C14:0  0.50  0.60  0.59  0.40 
C16:0  24.41  32.31  27.45  27.36 
C18:0  1.50  1.57  1.12  1.09 
C20:0  nd  nd  0.14  0.09 
C14:1 + C15  0.20  0.21  0.20  0.20 
C16:1  0.33  0.20  0.30  0.30 
C18:1 cis 9  20.49  13.04  13.77  13.48 
C18:1 cis 11  0.70  0.54  0.97  0.96 
C18:2 n‐6  46.60  46.40  49.92  49.84 
C18:3 n‐6  nd  nd  0.08  0.06 
C18:3 n‐3  4.21  4.26  4.34  5.18 
C20:1 cis 11  nd  0.16  0.29  0.27 
ΣSFA  27.31  35.11  29.76  29.33 
Σiso + anteiso FA  0.27  0.26  0.23  0.22 
ΣMUFA  21.72  14.15  15.71  15.33 
ΣMUFA trans  nd  nd  0.18  0.13 













Parameter  C  TMD1  TMD2  TMD3  SEM  p   
Initial BSFLs (n)  90  90  90  90  ‐  ‐ 
BSFPs (n)  48.09 ± 3.55 A  32.45 ± 3.39 B  56.09 ± 4.61 Aa  43.27 ± 4.32 ABb  2.329  0.002 
Total BSFs (n)  75.45 ± 2.14 A  59.36 ± 2.53 B  74.00 ± 3.70 A  60.73 ± 3.64 B  1.862  0.001 
BSFPs/Total BSF  0.64 ± 0.05 AB  0.54 ± 0.05 Bb  0.76 ± 0.04 A  0.70 ± 0.04 ABa  0.025  0.008 
SR  0.84 ± 0.02 A  0.66 ± 0.03 B  0.81 ± 0.05 A  0.67 ± 0.04 B  0.021  0.001 
Initial BSFL total weight (g WW)  2.90 ± 0.49  2.94 ± 0.5  2.91 ± 0.49  3.07 ± 0.51  0.512  0.996 
BSFP weight 1 (g WW)  4.21 ± 0.39 ab  3.51 ± 0.41b  4.90 ± 0.41a  4.11 ± 0.44 ab  0.212  0.140 
BSF weight 1 (g WW)  8.31 ± 0.34 A  7.91 ± 0.43 ABa  7.39 ± 0.19 ABab  6.86 ± 0.32 Bb  0.180  0.021 
FCRW  13.13 ± 1.97  15.23 ± 3.14  14.43 ± 1.39  19.16 ± 3.08  1.263  0.370 
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significantly different at p < 0.01; a,b values within a row with different superscripts are significantly different at 













Among  the  three  experimental diets,  only  the BSFPs  reared on TMD1  showed  a  significant 
difference compared with controls (Table 5). Notably, the BSFPs reared on TMD1 exhibited a lower 
CP, CPDEFATTED, and ROM content  (−34.7%,  −18.3%, and  −14.4%, respectively)  than controls;  it did, 






Proximate composition  C  TMD1  TMD2  TMD3  SEM  p   
DM (g/Kg WW)  333 ± 13  322 ± 7  344 ± 9  332 ± 7  4.7  0.443 
ASH  101 ± 31  55 ± 19  110 ± 15  89 ± 22  11.0  0.358 
CP  340 ± 10 A  222 ± 18 B  347 ± 18 A  342 ± 11 A  13.0  < 0.001 
EE  330 ± 6 B  469 ± 18 A  319 ± 15 B  325 ± 17 B  14.7  < 0.001 
CPDEFATTED  507 ± 14 A  414 ± 19 B  507 ± 17 A  506 ± 5 A  10.9  < 0.001 
CT  77 ± 8  96 ± 10  90 ± 5  93 ± 11  4.3  0.469 
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Nutrient yields  C  TMD1  TMD2  TMD3  SEM  p   
DMY  2.57 ± 0.36  3.08 ± 0.38  2.73 ± 0.3  2.77 ± 0.23  0.155  0.732 
CPY  0.87 ± 0.12  0.68 ± 0.09  0.96 ± 0.14  0.95 ± 0.09  0.058  0.295 
EEY  0.86 ± 0.13 B  1.45 ± 0.19 A  0.87 ± 0.1 B  0.90 ± 0.08 B  0.081  0.012 



















Fatty acids  C  TMD1  TMD2  TMD3  SEM  p   
TDFA  30.82±2.56 B  44.02±4.82 A  29.72±3.27 B  30.4±4.69 B  1.45  <0.001 
C10:0  0.82 ± 0.11  0.81 ± 0.05  0.85 ± 0.06  1.02 ± 0.04  0.038  0.178 
C12:0  54.31 ± 2.35 B  62.75 ± 0.89 A  55.22 ± 1.75 B  55.78 ± 0.95 B  1.024  0.005 
C12:1  0.05 ± 0.01 a  0.03 ± 0.01 b  0.04 ± 0.00 ab  0.05 ± 0.00 a  0.003  0.049 
C14:0  8.77 ± 0.11 B  10.70 ± 0.37 A  9.30 ± 0.22 B  8.84 ± 0.10 B  0.194  < 0.001 
C14:1 cis + C15:0  0.49 ± 0.08  0.38 ± 0.02  0.46 ± 0.02  0.48 ± 0.01  0.021  0.235 
C16:0  12.04 ± 0.75  10.87 ± 0.46  11.94 ± 0.60  11.95 ± 0.41  0.285  0.441 
C16:1  2.47 ± 0.32  2.78 ± 0.10  2.4 ± 0.12  2.43 ± 0.08  0.092  0.463 
C18:0  1.18 ± 0.11 a  0.92 ± 0.08 b  1.09 ± 0.07 ab  1.09 ± 0.06 ab  0.044  0.207 
C18:1 cis 9  6.4 ± 0.80 a  4.75 ± 0.21 b  5.3 ± 0.34 ab  5.08 ± 0.18 ab  0.250  0.093 
C18:1 cis 11  0.34 ± 0.02 A  0.16 ± 0.02 B  0.43 ± 0.05 A  0.42 ± 0.06 A  0.029  0.001 
C18:2 n‐6  8.07 ± 1.25 A  3.69 ± 0.11 B  8.5 ± 1.11 A  7.65 ± 0.77 A  0.587  0.005 
C18:3 n‐6  0.02 ± 0.00 A  0.01 ± 0.00 B  0.02 ± 0.00 A  0.01 ± 0.00 A  0.001  0.007 
C18:3 n‐3  0.54 ± 0.06 ABa  0.37 ± 0.01 Bb  0.64 ± 0.07 A  0.67 ± 0.03 A  0.034  0.003 
C20:0  0.03 ± 0.00 A  0.02 ± 0.00 B  0.03 ± 0.00 A  0.03 ± 0.00 A  0.002  0.002 
C20:1 cis 11  0.02 ± 0.00 A  0.01 ± 0.00 B  0.02 ± 0.00 A  0.02 ± 0.00 A  0.001  < 0.001 
C20:2 n‐6  0.01 ± 0.00  0.01 ± 0.00  0.00 ± 0.00  0.01 ± 0.01  0.002  0.659 
C22:0  0.07 ± 0.02  0.07 ± 0.04  0.05 ± 0.03  0.05 ± 0.02  0.018  0.598 
Unidentified FA  1.04 ± 0.23  1.28 ± 0.54  0.60 ± 0.27  0.83 ± 0.36  0.225  0.532 
ΣSFA  79.58 ± 1.55 B  86.89 ± 0.57 A  81.05 ± 1.15 B  81.35 ± 0.35 B  0.750  < 0.001 
Σiso + anteiso FA  0.47 ± 0.09 B  0.77 ± 0.30 A  0.39 ± 0.14 B  0.34 ± 0.09 B  0.201  < 0.001 
ΣMUFA  10.55 ± 0.9 a  8.49 ± 0.39 b  9.01 ± 0.42 a  8.87 ± 0.16 a  0.300  0.066 
ΣMUFA trans  8.77 ± 0.11  10.7 ± 0.37  9.3 ± 0.22  8.84 ± 0.1  0.090  0.301 
ΣPUFA  9.87 ± 0.9 A  4.62 ± 0.27 B  9.94 ± 0.86 A  9.78 ± 0.27 A  0.563  < 0.001 
Animals 2019, 9, 178  12  of  20 
ΣUFA/ΣSFA  0.26 ± 0.02 A  0.15 ± 0.01 B  0.24 ± 0.02 A  0.23 ± 0.01 A  0.011  0.001 
ΣMUFA/ΣSFA  0.13 ± 0.01 A  0.1 ± 0.01 B  0.11 ± 0.01 A  0.11 ± 0 A  0.005  0.032 
ΣPUFA/ΣSFA  0.13 ± 0.01 A  0.05 ± 0 B  0.12 ± 0.01 A  0.12 ± 0 A  0.008  < 0.001 






On average,  the MUFA accounted  for 9.2% of all  the TDFA, but significant differences were 
observed among the diets. The BSFPs reared on TMD1 had an MUFA content, especially the oleic 
acid (C18:1 cis 9), that was lower than the those on C, TMD2, or TMD3. Among all the identified FA, 
PUFA accounted  for as much as 8.6%, with differences among  the diets  that are  similar  to  those 
recorded for MUFA. Mainly, TMD1 prepupae were approximately half lower in MFA and PUFA than 






(see Equation  (6)),  the aBCF values higher  than unity,  as  for many SFA  and  for palmitoleic  acid 
(C16:1), have to be regarded as indices of apparent accumulation in the BSFPs concerning the levels 




aBCFs  C  TMD1  TMD2  TMD3  SEM  p   
aBCFC12:0  84.86 ± 3.68 D  169.6 ± 2.41 C  250.98 ± 7.94 B  328.09 ± 5.58 A  19.075  <0.001 
aBCFC14:0  17.54 ± 0.23 B  17.84 ± 0.61 AB  15.76 ± 0.38 C  22.1 ± 0.25 A  0.519  <0.001 
aBCFC16:0  0.49 ± 0.03 a  0.34 ± 0.01 b  0.43 ± 0.02 ab  0.44 ± 0.02 ab  0.015  0.001 
aBCFC16:1  7.49 ± 0.98 B  13.89 ± 0.50 A  8.00 ± 0.40 B  8.11 ± 0.28 B  0.614  <0.001 
aBCFC18:0  0.78 ± 0.08 ABb  0.58 ± 0.05 Bc  0.98 ± 0.07 Aa  1.00 ± 0.06 A  0.046  <0.001 
aBCFC18:1 cis 9  0.31 ± 0.04  0.36 ± 0.02  0.38 ± 0.02  0.38 ± 0.01  0.013  0.211 
aBCFC18:1 cis 11  0.48 ± 0.03 a  0.3 ± 0.04 b  0.44 ± 0.05 a  0.43 ± 0.06 ab  0.026  0.061 
aBCFC18:2 N‐6  0.17 ± 0.03 A  0.08 ± 0.01 Bb  0.17 ± 0.02 A  0.15 ± 0.02 ABa  0.012  0.008 
aBCFC18:3 N‐3  0.13 ± 0.01ABa  0.09 ± 0.00 Bb  0.15 ± 0.02 A  0.13 ± 0.01 ABb  0.007  0.015 
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unsaturated FA were lower than unity, which indicated that BSFPs did not absorb unsaturated FA 












correlation  coefficients  were  observed,  respectively.  As  regards  the  unsaturated  FA,  with  the 






FA  r  FA  r 
C12:0  −0.06  C18:2 n‐6  0.41 * 
C14:0  0.59**  C18:3 n‐6  0.41 * 
C16:0  −0.33*  C18:3 n‐3  0.45 * 
C16:1  −0.31  C20:0  0.25 
C18:0  −0.16  C20:1 cis 11  0.52 * 
C18:1 cis 9  0.50*  Σiso + anteiso FA  −0.42 * 
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days)  in  the  time required  for 40% of  the BSFLs  to become prepupae  in comparison with a more 
balanced diet [25]. In our experimental condition, the low BSFP/total BSFL ratio recorded for TMD1 
(Table 4) can be interpreted as a result of the delayed passage from feeding larvae to prepupae, as 










our  experimental  conditions,  having  a  high‐protein  content  in  the  diet  of  BSFs  exerted  a more 
significant  impact  than  did  an  excess  of  digestible  carbohydrates.  This  observation  might  be 
explained by the energetic costs that are related to the detoxification of proteinogenic nitrogen excess. 
In partial support of  this hypothesis,  it has been shown  that  the metabolic rate at 27 °C of BSFLs 
reared  on  a  protein‐rich  diet  is  higher  than  that  of  BSFLs  reared  on more  balanced  diets  [23]. 
Furthermore,  high‐protein diets  have detrimental  effects  on  the  survivorship  and  growth  of  the 
honey bee (Apis mellifera L.; Hymenoptera: Apidae) [45] and cotton bollworm (Helicoverpa zea Boddie; 
Lepidoptera:  Noctuidae)  [46]  larvae.  Under  our  experimental  conditions,  the  final  pH  values 
recorded in TMD3 frass (8.77 ± 0.06) were significantly higher (p < 0.01) than in the other larvaria (7.25 




the highest pH value at  the beginning of the trials  (see Section 3.1). The high pH of  the substrate 
obtained through manipulation by the addition of sodium hydroxide does not seem to be a problem 
for the development of BSFs [47], but it is also possible that the high pH value that was recorded in 











(52.3  ±  1.7% DM)  (sugar beet pulp  as  a  substrate, CP  =  8.5% DM). However,  the data  that were 
obtained on the larval pool (approximately 70% of BSFPs) on which those researchers carried out the 
laboratory  analysis  can  only  be  approximately  compared  with  our  data  that  were  obtained 
exclusively on BSFPs. Working on BSFPs, Tinder  [48]  found  that mixing sorghum  (CP = 3.5%)  in 
different ratios with cowpea (CP = 7.7%) from 100 to 0% resulted in an increasing content of larval 
CP. Our diets, however, had a higher CP content (Table 2) when compared with the ones used by 








content of  the experimental diets  (Table 2),  the BSFPs  reared on  the high NFC diet  (TMD1) were 
approximately  50%  fatter  than  the  others  (Table  5).  The  higher  amount  of  lipids  that  were 


















the  fiber  or  GE  concentrations),  the  different  harvesting  procedures  might  have  introduced 
confounding  factors  that  do  not make  the  respective  results  directly  comparable. However,  the 
increased fat content of BSFPs reared on TMD1 can be explained by the demonstration of Li et al. 







is a  fundamental  issue  in  light of obtaining animal food products with healthy  levels of UFA and 
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proteins  and  other  BSFP  constituents.  However,  the  tendency  of  BSFLs  to  slow  down  their 
development  rate when  fed  on  a  diet  high  in  carbohydrates  needs  further  investigation  for  its 
practical implications (e.g., the accumulation of fat desired for uses other than animal feeding). In 
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